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１．背景と目的 

 2009年の 9月末にフィリピンのマニラ首都圏を襲

った台風 Ketsana（フィリピン名：Ondoy）は過去 40

年間で最も深刻な洪水を引き起こし、多くの人々が

長期間にわたり冠水した環境での生活を余儀なくさ

れた。この事態に際して、汚染された環境水や土壌

を介して伝播する細菌性人獣共通感染症であるレプ

トスピラ症が流行し大きな被害をもたらした。2009

年 10月１日から 11月 19日までに、マニラ首都圏で

レプトスピラ症と診断された人数が 2,299名、レプト

スピラ症で死亡した人数が 178名と報告された 1)。 

 感染症の予防・抑制には、流行状況の正確な把握

が不可欠である。現在、医療機関において感染者数

の報告が行われているが、医療機関による報告は患

者が発生してから確定診断をした上で行われるため、

迅速性に欠ける。感染症の予防・抑制などの観点か

ら迅速かつ正確に流行状況を把握するには、環境試

料から病原微生物を検出することが有効であると考

えられる。 

 環境水中の病原性微生物を検出する方法として、

採取した環境水を濃縮後、核酸を抽出し、PCR法を

用いて対象微生物を検出することが一般的であり、

良好な結果を得るためには環境サンプルに最適な

PCR検出系の確立が何よりも重要である。本研究で

は、フィリピンの洪水域で水試料を採取し、病原性

レプトスピラ遺伝子の検出を行った。検出には、レ

プトスピラを対象とした既存の 2種の TaqMan PCR

法を用い、検出感度の比較を行った。 

 

２．実験方法 

２．１．水試料の採取 

 2009年の 10、11、12月の計 3回にわたり、フィリ

ピンのマニラ首都圏の洪水域 12地点、及び河川 6地

点において水試料（40ml）を採取し、採取後-20℃で

保存した。洪水域は時間の経過ともに減少したため、

各回を合計して洪水試料計 28 試料と河川水試料計

11試料を取得した（図 1）。 

２．２．濃縮 

 手法は Ganoza ら 2)に従った。水試料を室温で

3,000×g 30分間遠心分離し、上清を取り除いて得ら

れたペレットに滅菌超純水を少量加えて、これを濃

縮溶液とした。 

２．３．DNA抽出および RNA抽出 

 濃縮溶液から QIAamp DNA Mini Kit （Qiagen）、

RNeasy Protect Bacteria Mini Kit（Qiagen）を用いて、 

それぞれ DNA、RNAを抽出した。手順は製品のプロ

トコールに従った。 

２．４．逆転写反応 

 RNA 抽出溶液から iScript cDNA Synthesis kit

（Bio-Rad）を用いて逆転写反応を行い、cDNAを作
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図 1 各サンプリング地点 



成した。 

２．５．遺伝子検出 

以下に示す 3つの TaqMan PCR法で病原性レプト

スピラ遺伝子を検出した。用いたプライマーおよび

プローブ配列を表 1に示す。 

検出系①：病原性レプトスピラの 16S rRNA遺伝子を

対象とした 3)。 

検出系②：病原性レプトスピラのみが持つ表面タン

パク質 LipL32遺伝子を対象とした 4)。 

検出系③：検出系①と同じプライマーおよびプロー

ブを用い 3)，RT-PCR 法により 16S rRNA

を検出対象とした。 

２．６．TaqMan PCR法による遺伝子検出 

TaqMan PCRは、CFX96（BIO RAD）を用いて行っ

た。PCR反応液は、DNA抽出溶液または cDNA溶液

を 5µl、2×super Mixを 12.5µl、プライマーの最終濃度

0.5 pmol/µl、プローブの最終濃度 0.2 pmol/µl、滅菌超

純水を用いて全量 25µlとなるように調整した。増幅

プロトコールは、95℃3 分の後に、95℃15 秒、60℃

（検出系①、③）または 58℃（検出系②）30秒、72℃

15秒（蛍光取得）を 40サイクル行った。 

 

３．結果と考察 

 DNAを検出対象とした検出系①および②では、す

べてのサンプルで蛍光を検出することできなかった。

この理由として、環境水中の病原性レプトスピラは

非常に低濃度で存在するため、1つの細胞に最大数個

しかない DNA を対象した場合は検出下限値以下で

あったと考えられる。一方、16S rRNAを検出対象と

した検出系③では、全 39 サンプル中 36 サンプルか

ら蛍光を検出することができた。この理由としては、

検出対象の 16S rRNAは 1つの細胞の中にリボソーム

の個数分だけ多数存在しているためと考えられる。

このことから環境水中に存在する病原性レプトスピ

ラを DNA を対象とした検出系を用いて検出するこ

とは困難であり、16S rRNAを対象とした検出系が有

効であることがわかった。 

 採取時期ごとの検出頻度、陽性試料の検出濃度に

ついて、台風が去った直後の 10月と約 1ヶ月後の 11

月、約 2ヶ月後の 12月を比較した。10月は 12地点

中 11地点が、11月は 12地点中 10地点が、12月は 4

地点中 4 地点が陽性となり、すべての時期で病原性

レプトスピラが検出された。11月に陽性であった 10

地点中 7地点で、10月と比較して検出濃度増加が見

られた。この理由として、水の蒸発散によって病原

性レプトスピラが濃縮されたため、またはレプトス

ピラの保菌者であるネズミなどが洪水域の環境水中

に尿と共に病原性レプトスピラを排出したためなど

が考えられる。これらのことより、洪水域の環境水

中には台風後の約 2 ヶ月間以上にわたり病原性レプ

トスピラが存在していたことが確かめられた。 

 

４．終わりに 

 環境水中の病原性レプトスピラを検出する上で、

16S rRNA を検出対象とすることが有効であると確

認された。台風 Ketsanaに伴うフィリピンのマニラ首

都圏の洪水域の環境水には、病原性レプトスピラが

長期間にわたり存在していたことが確認され、当該

地区でのレプトスピラ症蔓延の 1 つの要因として、

環境水を介した病原性レプトスピラの感染拡大が示

唆された。 
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表 1 各プライマー及びプローブ配列 
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